

























































































It  is  therefore now  largely accepted  that although  the  frequency of vector  independent 
transmission of BTV may be strain dependent, it can occur either vertically or horizontally. 































medium  (DMEM)  supplemented with 10%  foetal bovine  serum and 100  IU of penicil‐
lin/100 μg of streptomycin per mL, under 5% CO2. 






























































































Virus/Segment  Primer Sequence 5′→3′  Cloning into pGEX  Linearisation   
BTV1‐1T7BamF  tctagcGGATCCTAATACGACTCACTATAGTTAAAATGCAATGGTCGCAATC  BamHI   
BTV1‐1BsmBI‐NotR  tacagtaaGCGGCCGCGTCTCAGTAAGTGTAATGCGGCGCGTGC  NotI  BsmBI 
BTV1‐2T7EcoF  tctagcGAATTCTAATACGACTCACTATAGTTAAAATAGTAGCGCGATGGATG  EcoRI   
BTV1‐2BsmBI‐NotR  tacagtaaGCGGCCGCGTCTCAGTAAGTCTAATAGTGCGCGGATC  NotI  BsmBI 
BTV1‐3T7EcoF  tctagcGAATTCTAATACGACTCACTATAGTTAAATTTCCGTAGCCATGGCTG  EcoRI   
BTV1‐3BsmBI‐NotR  tacagtaaGCGGCCGCGTCTCAGTAAGTGTGTTCCCGCTGCCGC  NotI  BsmBI 
BTV1‐4T7EcoF  tctagcGAATTCTAATACGACTCACTATAGTTAAAACATGCCTGAGCCACACG  EcoRI   
BTV1‐4BsaI‐NotR  tacagtaaGCGGCCGCGGTCTCAGTAAGTTGTACATGCCCCCCTC  NotI  BsaI 
BTV1‐5T7EcoF  tctagcGAATTCTAATACGACTCACTATAGTTAAAAAAGTTCTCTAGTTGGC  EcoRI   
BTV1‐5BsmBI‐NotR  tacagtaaGCGGCCGCGTCTCAGTAAGTTGAAAAGTTCTAGTAGAGTG  NotI  BsmBI 
BTV1‐6T7EcoF  tctagcGAATTCTAATACGACTCACTATAGTTAAAAAGTGCGCCCTTAGCGAA  EcoRI   
BTV1‐6BsaI‐NotR  tacagtaaGCGGCCGCGGTCTCAGTAAGTGTAAGTGCTTCCCGTCGC  NotI  BsaI 
BTV1‐7T7EcoF  tctagcGAATTCTAATACGACTCACTATAGTTAAAAATCTATAGAGATGGACA  EcoRI   
BTV1‐7BsaI‐NotR  tacagtaaGCGGCCGCGGTCTCAGTAAGTGTAATCTAAGAGACGTTTG  NotI  BsaI 
BTV1‐8T7BamF  tctagcGGATCCTAATACGACTCACTATAGTTAAAAAATCCTTGAGTCATGGAG  BamHI   
BTV1‐8BsmBI‐NotR  tacagtaaGCGGCCGCGTCTCAGTAAGTGTAAAATCCCCCCCTAACC  NotI  BsmBI 
BTV1‐9T7EcoF  tctagcGAATTCTAATACGACTCACTATAGTTAAAAAATCGCATATGTCAGCTG  EcoRI   
BTV1‐9BsmBI‐NotR  tacagtaaGCGGCCGCGTCTCAGTAAGTGTAAAATCGCCCTACGTCA  NotI  BsmBI 
BTV1‐10T7EcoF  tctagcGGATCCTAATACGACTCACTATAGTTAAAAAGTGTCGCTGCCATGCT  EcoRI   
BTV1‐10BsmBI‐NotR  tacagtaaGCGGCCGCGTCTCAGTAAGTGTGTAGCGCCGCATACCCTC  NotI  BsmBI 
Viruses 2021, 13, 2208  5  of  18 
 
 
























































each group were  inoculated  intraperitoneally with  102 PFU/mouse  of wild  type BTV‐
1RSArrrr/01 or BTV‐1RG (Figure S4). Blood samples (10–30 μL) were collected on day 0, 
4, 8 and 11 post‐infection (pi). RNA was extracted using TRIzol as described by the man‐
ufacturer. Viraemia was  assessed by  real‐time RT‐PCR  of RNA  extracted  from blood. 
Real‐time RT‐PCR for BTV was performed using primers and probes targeting genome 





horizontal  transmission  (HT) of BTV‐1RGC7 or BTV‐26  (Figure S4).  In each group,  two 




























































































Seg‐7/VP7(T13)  None    JX680463 
Seg‐8/NS2(Vib)  C88T  Synonymous  JX680464 
Seg‐9/VP6(Hel)/NS4  None    JX680465 
Seg‐10/NS3/NS5  None    JX680466 




































































of 25–30 on day  4 pi,  and  all mice dying by day 5–6 pi. Non‐inoculated  control mice 
showed no clinical signs of infection, and their blood samples were all negative for BTV 



























































ually  sufficient  to permit horizontal  transmission of  these  reassortants  strains and  are 
therefore  likely  to  influence  horizontal  transmission  of  BTV‐26,  at  least  in  the mouse 
model. On one occasion, one in‐contact mouse was also positive (minor clinical signs and 
real‐time RT‐PCR) in the group inoculated with reassortant RGBTV1:2,6,7(26) (expressing 



































of saliva/blood contaminated  feed or water  [39,46]. However,  in a recent study, UK and 
French isolates of BTV‐8 (UKG2007 and FRA2017 respectively) did not transmit horizontally 















from experimentally  infected to  in‐contact goats,  is very efficient  [14,15].  It  is  therefore 
important to understand if the state of gestation exerts an influence on the way that vec‐















Our  reverse  genetics  studies  led  to  isolation  of  a  BTV‐1  clone  (designated 
BTV‐1RGC7), derived from the BTV1‐RSArrrr/01, which caused less severe clinical signs of 






and 10 of BTV‐26 can  influence vector  independent direct horizontal  transmission  in a 













ferent  serotypes  that have been  studied appear  to use different cell entry mechanisms 
[51,52] although the glycophorin of sheep red blood cells appear to bind the virus with 
high affinity [53]. There are inherent differences between the VP2 of vectored and non‐






































There  is also some  indication  that genome segment 2 might exert some  influence over 
horizontal  transmission of BTV‐26  in mice. Studies  in  the natural hosts of BTV will be 
necessary to determine whether these observations are also true in ruminants. 






binations used  to generate reassortants of BTV‐26  in  the BTV‐1 backbone. The reassortants were 
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